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１． は じ め に

F型 ATPase（FoF１）は，細菌の形質膜やミトコンドリア

内膜に存在し，それぞれの膜内外に形成されたプロトン濃

度勾配を駆動力として，ATPを合成している．この酵素

は，大きく分けて二つのドメインからなる．膜内在性の

Fo部分（ab２c１０-１４）は膜の内外へプロトンを輸送するチャ

ンネルであり，膜から突出した F１部分（α３β３γδε）は ATP

分解， あるいは合成を行う触媒活性を備えている（図１a）．

活性中心を持つ βサブユニット３分子は，αサブユニット
３分子と共にヘキサマー構造を形成し，その中央に γサブ
ユニット１分子が存在する．複数の c サブユニットは会合

してリング構造となり，a サブユニットと共にプロトン輸

送路を形成している．プロトン輸送と触媒活性は，サブユ

ニットの回転を通じて共役している．F型 ATPaseは細菌

から哺乳類まで広く分布し，その構造はよく保存されてい

る（ただし，リングを形成する c サブユニットの数は１０―

１４個と種により異なっている）．すなわち，種を超えて，

同一の機構により ATPが合成されている．

一方， F型 ATPaseと類似の構造を持つ V型 ATPaseは，

細胞内オルガネラ膜や組織特異的な形質膜に局在し，ATP

を分解してプロトンをオルガネラ内あるいは細胞外に輸送

し，固有の酸性環境を形成している．V型 ATPaseは，F

型 ATPaseと同様に，膜内在の Vo部分と触媒活性を担う

V１部分から構成されているが（図１b），オルガネラ内の酸

性度の違いや細胞分化に対応して複数のアイソフォームを

持つ点は F型 ATPaseと異なっている．V型 ATPaseは，

細胞内外の多様な酸性環境を実現するため，豊かなバリ

エーションを揃えたと考えられる．

本稿では，二つの ATPaseの反応機構と多様性につい

て，著者らの最近の知見を中心に紹介する．

２． ゆらぎを持つ ATPase

１） 回転する F型 ATPase

F型 ATPaseは，触媒活性とプロトン輸送をサブユニッ

トの回転により共役させている１～５）．すなわち，Paul Boyer
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により binding change mechanismとして提唱された機構に

よって作動している２）．Boyerのモデルは F型 ATPaseの３

箇所の活性中心が協同的に ATP合成反応を進める機構を

説明している．ATPの形成にエネルギーは不要であり，

エネルギーの必要なステップである ADPと Piの結合，

ATPの遊離に対応して γサブユニットが相対的に１２０°ず
つ回転しているというモデルである．

これまでに，binding change mechanismを支持する多く

の実験結果が得られている．Boyerがまとめているよう

に，例えば３箇所の活性中心のうちで１箇所が化学修飾を

受けると，定常状態の活性がなくなる２）．変異によって定

常状態の活性を失った αあるいは βと，正常の αあるい
は βを組み合わせて α３β３γという複合体を再構成したとこ
ろ，一つでも活性を失ったサブユニットが入ると α３β３γに
は定常状態の活性がなくなった．また，βと γが相互作用
する位置に Cys残基を導入し，βと γをジスルフィド結合
でつなぐと定常状態の ATPase活性はなくなる６）．こうし

た結果から，γが α，βに対して回転していることが示唆
された．さらに，X線結晶構造解析により明らかにされた

構造は，このモデルを強く支持している７）．

直接的な方法によって，γサブユニットの連続的な回転
を示したのは Nojiらである８）．彼らは，βサブユニットに
導入した複数のヒスチジン残基を介して好熱菌の F１をガ

ラス面に固定し，γサブユニットの N末端にアクチンフィ

ラメントを結合させた．ATPを添加するとフィラメント

が反時計方向に回転した．この回転には１２０°のステップ

があり９），金粒子等をプローブに用いて，ステップはさら

に８０°と４０°のステップに分けられた１０）．ATPが結合する

と８０°回転し１０），ATPが分解され分解産物が遊離すると

４０°回転する１１，１２）．回転に伴って発生するトルクは約４０

pN・nmで８），ATPの加水分解から回転に至るエネルギー

効率がきわめて高いことが明らかになった．また，γサブ
ユニットの回転は，FRET（fluorescence resonance energy

transfer）によっても示された１３）．

図１ F型 ATPaseと V型 ATPase
a） F型 ATPaseを模式的に示す．膜内在である Fo部分と膜から
突出した F１部分から構成されている．ATPの分解あるいは
合成は，εγc１０-１４の回転を通してプロトン輸送と共役してい
る．リング構造をつくる c サブユニットの数は種により１０―
１４個と異なっている．

b） V型 ATPase．F型 ATPaseと同様に Voと V１の二つのドメイ
ンからなる．組織特異的，あるいはオルガネラ特異的に局在
するアイソフォームを示した．
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著者らは独立に大腸菌の γサブユニットの回転を解析す
る実験系を確立し，大腸菌の F１においても γサブユニッ
トが回転することを示した１４）．また，F型 ATPase分子全

体の回転を観察する一連の実験を行った．精製した F型

ATPase（FoF１）を，αあるいは βサブユニットを介してガ
ラス面に固定し，c サブユニットにアクチンフィラメント

を結合させて，F１の場合と同様の反時計方向の回転を観

察した１５，１６）．逆に c サブユニットを固定し，プローブを α
あるいは βサブユニットに導入しても同様の回転が見ら
れた１７）．さらに，c サブユニットを介して大腸菌の膜断片

をガラス面に固定した場合も，ATPの加水分解に伴って a

サブユニットが反時計方向に回転した１８～２０）．以上の結果か

ら，γ εc１０が一体となって他のサブユニットに対して相対

的に回転することが明らかになった．

２） 回転の確率的なゆらぎ

観察のプローブとしてアクチンフィラメントを用いる

と，回転速度は毎秒およそ１０回転程度で，ATP分解活性

から予想される回転速度よりも遅かった．これは，長さ約

１µmのフィラメントにより生じる大きな粘性抵抗のため

である．そこで，プローブを直径４０―２００nmの金粒子に変

えて速度を求めた（図２a）２１）．金粒子の直径が小さくなる

につれて速度は上昇し，４０nmと６０nmの金粒子ではおよ

そ同じ速度（毎秒約４００回転）であった．すなわち，４０nm

と６０nmの金粒子の速度は，負荷のない状態の γサブユ
ニットの速度に近いことを示唆している．２５０ミリ秒間観

察した場合の平均速度は毎秒３８０回転で，ATP分解速度

から予想された速度のほぼ１０倍だった．これは，ミリ秒

という短い時間単位では１０％程度の F１分子が回転してい

ることを示唆している．２秒間観察すると，それぞれの金

粒子がランダムに休止と回転を繰り返しており，全ての

F１分子が休みなく同じ速度で回転し続けるわけではない

ことが示された（図２b）２２）．

経時的に観察すると，回転速度が時間経過に伴い変化し

ていることが分かる．こうした“ゆらぎ”の度合いを知る

ために，１０ミリ秒ごとに速度を求めヒストグラムに表し

た２１）．結果は，正規分布を示し，回転が確率的にゆらいで

いることが明らかになった．直径６０nmの粒子の場合，平

均は毎秒約４００回転であるが，速度の分布は０から８００回

転に及んだ．大きさの異なる金粒子間で速度のばらつきを

標準化すると，４０―２００nmの金粒子でほぼ同じ値を示し

た．すなわち，回転のゆらぎの度合いは金粒子の大きさに

依存しなかった２３）．

しかし，複数の金粒子の結果から得たヒストグラムは，

ゆらぎと同時に金粒子間の差を含んでいる可能性があっ

た．また，F型 ATPaseにはMg-ADP阻害と考えられる長

い休止があり，速度の頻度分布に大きな影響を与える可能

性があった．そこで，ゆらぎを観察する指標として，“１

図２ 回転のゆらぎ
a） 回転実験系．αサブユニットに導入したヒスチジン残基を介し，F１
をガラス面に固定した．プローブとして直径６０nmの金粒子を γサ
ブユニットに結合させ，２４℃，２mM ATP存在下で反時計方向の回
転を観察した．

b） 回転の経時的観察．回転した金粒子の中から１０個を無作為に選ん
だ．Mg-ATP阻害と考えられる０．１秒以上の休止が，しばしば観察
された．

c） １回転にかかる時間．１回転にかかる時間をヒストグラムに表した．
幾何平均は２．３ミリ秒，平均速度（１回転にかかる時間の逆数）は
毎秒４４０回転であった．
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回転にかかる時間”を比較した．得られたヒストグラムは，

回転が確率的にゆらぐことを示している（図２c）２２）．また，

一分子の粒子から得られたヒストグラムは，複数の粒子の

ものとよく一致した．すなわち，個々の粒子は同様のゆら

ぎを示していた．FRETによる実験でも観察されており２４），

確率的ゆらぎは，F１本来の性質であると考えられる．

３） 回転の機構

F１を構成するサブユニットの一種である εは，ATP分

解活性を阻害する．しかし，アクチンフィラメントをプ

ローブとすると，εの存在にかかわらず発生するトルクの
大きさは同程度であった（三本木ら未発表）．そこで，粘

性抵抗の小さい金粒子をプローブとしたところ，εの添加
により回転速度がおよそ半分になった２１）．経時的に観察す

ると，εの添加により休止時間が長くなっていた．すなわ
ち，εは休止時間を長くすることによって，回転速度を低
下させ，ATP分解活性を阻害することが示唆された．

さて，触媒活性とエネルギー共役の機構は，大腸菌の遺

伝学を利用して解析されてきた．βサブユニットの１７４番
目のセリン（βSer１７４）を異なるアミノ酸に置換した一連

の変異体は，構造活性相関に興味深い知見を与えた．変異

体の ATP分解活性は，アミノ酸の側鎖が大きいほど低く

なった２５）．すなわち，Pheや Leuに置換すると ATP分解活

性は野生型の１０％になり，逆に，Glyや Alaでは，それ

ぞれ１５０，１２０％の活性を示した．βSer１７４は βシート４
に存在し，αへリックス Bの βIle１６３や βIle１６６に隣接す

る（図３a）．したがって，βSer１７４残基の変異は，立体的

な障害となって βシート４から αへリックス Bの領域の

高次構造に影響を与えると考えられる．

βSer１７４Pheや βSer１７４Leuによる ATP分解活性の低下

は，二つ目の変異 βGly１４９Alaあるいは αArg２９６Cysの導

入により抑圧された２６，２７）．βGly１４９は，ヌクレオチドが結

合する P-ループに存在し，この領域の高次構造は ATPの

結合時と非結合時で大きく変化する（図３a，b）．抑圧さ

れるという結果は，βシート４と P-ループ，あるいは α
サブユニットと βサブユニットの相互作用が定常状態の
ATP分解活性に重要であることを示している．

これらの変異株の回転を，アクチンフィラメントをプ

ローブとして観察したところ，発生するトルクの大きさは

ATP分解活性と対応しなかった２８）．そこで，直径６０nmの

金粒子を用い１回転にかかる時間を解析した（図３c）２２）．

βSer１７４Pheあるいは βSer１７４Leu変異体の１回転にかかる

時間の幾何平均は，それぞれ１３．９と２４．４ミリ秒で，野生

型の２．３ミリ秒に比べ，６から１０倍長かった．この結果

は，変異体の ATP分解活性が，野生型の１０％であること

に一致している．一方，抑圧変異を導入した酵素 βSer１７４

Phe／βGly１４９Alaと βSer１７４Leu／βGly１４９Alaの１回 転 に か

かる時間は，野生型と同程度であった．以上の結果は，P-

ループから βシート４の領域全体の構造変化が，回転速
度に重要であることを示唆している．

回転は３箇所の触媒中心と対応して，ミリ秒単位の休止

と約１２０°の速い運動からなり，これが３回繰り返されて

１回転となる．上の実験では ATP濃度が Km値の約３０倍

なので，休止は ATPが触媒中心に結合するまでの時間で

はなく，ATPが分解され ADP／Piが遊離されるまでの時間

と考えられる．βSer１７４Pheや βSer１７４Leuの変異体では休

止の時間が野生型より長くなっており，ATPを分解し

ADP／Piを遊離するのに時間がかかることが示唆された．

すなわち，変異体はヌクレオチド結合時の構造（図３b）で

長く止まっていると考えられる．

３． 多彩なオルガネラのプロトンポンプ V型 ATPase

１） 多彩なオルガネラの V型 ATPase

V型 ATPaseは F型 ATPaseと類似しているが，細胞学

的，生物学的に多くの点で異なっている．しかし，両者と

もに回転を伴うプロトンポンプとして，それぞれの研究が

相補的に進んできた点も多い．以下に V型 ATPaseの生物

図３ βSer１７４変異体の回転
a） βサブユニットの βシート４から P-ループまでの領
域（ヌクレオチド非結合時）．ウシ F１の X線結晶構
造解析の結果８）を基にした．βサブユニットのアミノ
酸はウシと大腸菌で７１．７％一致している．βSer１７４
は，αへリックス Bの βIle１６３，βIle１６６と隣接して
いる．βGly１４９は，リン酸基が結合する P-ループに
存在する．

b） ATP結合時の構造．活性中心への ATPの結合によ
り，構造は大きく変化する．

c） １回転にかかる時間．ヒストグラムの近似曲線を示
す．野生型を黒の実線，βSer１７４Pheを灰色の実線，
βSer１７４Phe／βGly１４９Alaを灰色の点線，βGly１４９Ala
を黒の点線でそれぞれ示す．
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学的知見について要約したい２９，３０）．

V型 ATPaseは，大きく分けて膜内在部分と膜表在部分

の二つのドメインからなり，１３種のサブユニットから形

成されている（図１b）．全体の構造が F型 ATPaseとよく

似ており，膜表在部分は V１，膜内在部分は Voと呼ばれて

いる．オルガネラ内腔，あるいは細胞外へとプロトンを輸

送していることに対応し， V１部分がオルガネラ膜の外側，

あるいは形質膜の内側に位置している．触媒中心を持つサ

ブユニット A，プロトン輸送路サブユニット c，c′，c″等

は，それぞれ F型 ATPaseの β，c によく似ている．さら

に，二つの ATPaseで触媒中心近傍のアミノ酸残基は保存

されており，反応機構も類似していると考えられる．ま

た，Foの c サブユニットと同様に c，c′，c″サブユニット

がリング構造を形成していると考えられる．Foの a サブ

ユニットと Voの a サブユニットの間で，一次構造はほと

んど保存されていないが，F型 ATPaseのプロトン輸送に

図４ 多彩な酸性オルガネラと V型 ATPaseのアイソフォーム
a） 細胞内の酸性オルガネラを模式的に示す．オルガネラの内腔は，それぞれの機能に
対応した酸性環境になっている．

b） a２アイソフォームを持つ V型 ATPaseの腎臓での機能．a２を持つ V型 ATPaseは，
近位尿細管上皮細胞の初期エンドソームに局在する．a２のアミノ末端は酸性 pH依
存に ARNOと，c サブユニットは Arf６とそれぞれ結合し，小胞の移動に関与する．
この結合は，脱共役剤である FCCP，あるいは，a２のアミノ末端部分の存在下で阻
害された．
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関与する Arg２１０に対して，V型 ATPaseには Arg７３５が存

在する．

機能の異なる多彩な酸性オルガネラに対応して，哺乳類

の V型 ATPaseサブユニットには多くのアイソフォームが

存在している（図１b）．我々は，a サブユニットには a１，

a２，a３，a４のアイソフォームがあり，マウスでは a１は

被覆小胞に，a２はゴルジ装置と初期エンドソームに，a３

はリソソームと後期エンドソームに，普遍的に存在してい

ることを示した３１，３２）．一般的には V型 ATPaseは形質膜に

局在しないが，a３アイソフォームを持つ V型 ATPaseが

破骨細胞３１），a４アイソフォームを持つ V型 ATPaseが尿細

管の介在細胞３２）の，それぞれ形質膜に局在している．

この他，多数の組織特異的なアイソフォームが各サブユ

ニットに存在する．例えば，B サブユニットのアイソ

フォームの B２は広く分布しているが，B１は腎臓と内耳

に局在しており，変異によって腎性アシドーシスと難聴を

来す３３）．アイソフォームを持つサブユニットはストークの

部分によく見られる．G３および C２-bは腎に，G２はシナ

プス小胞に，E１は精子の先体と精巣に，C２-aは肺に，そ

れぞれ局在する３４～３７）．マウスのアイソフォームと酵母のハ

イブリッド V型 ATPaseの解析から，アイソフォームに

よって H＋／ATP比の違いなどが示されている．アイソ

フォームにより回転機構に違いがあるかどうか，興味深

い．また，それぞれのアイソフォームの局在の機構にも関

心が持たれる．

２） 尿細管上皮細胞の V型 ATPase

多細胞生物の細胞内には膜で囲まれた多彩なオルガネラ

が存在し（図４a），それぞれの内腔は機能に対応した酸性

環境となっている．初期エンドソームは pH６．３，後期エン

ドソームは pH６．０，ゴルジ装置は pH６．０―６．７，リソソーム

は pH５．５に調節されている．著者らは，Marshanskyらと

の共同研究により，腎臓の V型 ATPaseについて興味深い

知見を得た３８，３９）．

腎臓の近位尿細管の上皮細胞では，エンドサイトーシス

によるタンパク質の再吸収が盛んに行われている．マウス

近位尿細管細胞に蛍光標識したウシ血清アルブミンを投与

すると，再吸収が観察されるが，V型 ATPaseの阻害剤や

脱共役剤を添加すると，再吸収は阻害された．この結果

は，尿細管に於けるタンパク質の再吸収に V型 ATPaseが

関与することを示唆している．再吸収を行う小胞に局在す

る a サブユニットのアイソフォームは，a２であった．さ

らに，c サブユニットの細胞質側部分に低分子量 GTPase

である Arf６が，a２の N末端に Arf６の活性調節因子（GEF:

guanine exchange factor）である ARNO（ADP-ribosylation fac-

tor nucleotide site opener）が結合することを免疫沈降によ

り示した．小胞輸送には，外側のコートが必要であるが，

ARNOと Arf６はこの段階に関与する．V型 ATPaseと Arf６，

ARNOの結合は，小胞内が pH５．５では検出されたが，pH

７．５では検出されなかった．したがって，タンパク質の再

吸収を行う近位尿細管上皮細胞において，a２アイソ

フォームを含む V型 ATPaseは，酸性 pHに依存して低分

子量 GTPaseや活性調節因子と結合し，小胞の輸送に関与

すると考えられる（図４b）．V型 ATPaseのアイソフォー

ムが pHセンサーとして機能することが示唆される．

図５ a３アイソフォームの形質膜への局在
破骨細胞様に分化した RAW２６４．７細胞をマウスの頭骨上で培
養し，a３抗体で染色した後，電子顕微鏡で観察した．細胞と
骨の間に骨吸収窩が形成されている．a３染色を表す金粒子が，
黒色粒状の染色像として観察される（矢印）．文献４０より引用．
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３） 破骨細胞形質膜のプロトンポンプ

V型 ATPaseは，多様な細胞内オルガネラに分布し，酸

性環境を形成している．また，同じプロトンポンプが分化

した細胞の形質膜に局在し，細胞外コンパートメントの酸

性化やイオン恒常性に関与している．腎特異的に発現して

いる a４アイソフォームを持つ V型 ATPaseは介在細胞の

形質膜に局在し３２），a３アイソフォームを持つ V型 ATPase

は破骨細胞の形質膜に局在している３１）．破骨細胞は骨の表

面に接着し，細胞と骨との間に骨吸収窩を形成している．

a３を持つ V型 ATPaseは，プロトンを細胞外に輸送し，

骨吸収窩の pHを骨吸収に至適な条件に調節している．こ

の V型 ATPaseの局在を破骨細胞への分化の過程で観察し

た４０）．

マウス由来の株化細胞 RAW２６４．７に RANKL（receptor

activator nuclear factor κB ligand）の細胞外ドメインを添加

すると多核となり，酒石酸耐性酸性ホスファターゼ，コラ

ゲナーゼ，カテプシン Kを発現し，破骨細胞様に分化す

る．a３の挙動を免疫染色によって調べたところ，分化誘

導前の RAW２６４．７細胞では，リソソーム／後期エンドソー

ムに局在していた．分化した細胞では，リソソームのマー

カーである lamp２（lysosome antigen membrane protein２）と

共に，形質膜とその近傍に局在した．さらに，分化した

RAW２６４．７細胞をマウスの頭骨上で培養すると，a３は頭

骨側の形質膜とその近傍の小胞に分布し，反対側の形質膜

には見られなかった（図５）．以上の結果は，a３を持つ V

型 ATPaseが局在しているリソソーム／後期エンドソーム

が，破骨細胞への分化に伴って骨側の細胞表層に移動し，

形質膜と融合したことを示唆している．この機構により，

リソソーム酵素と同時にプロトンが骨吸収窩に分泌され，

骨吸収の条件が整う．すなわち，骨吸収窩の形成は極めて

合理的に行われていると考えられる．

分化の過程で，骨吸収窩側へと移動する分泌型リソソー

ムと細胞質に留まるリソソームは同じものだろうか．現時

点で，前者は a３を持つ V型 ATPaseの密度が高いことを

示す予備的な結果が得られている．分泌型リソソームの役

割について，さらに解明が期待される．
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